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1.0 Introduzione 
La neoplasia (dal greco neo, nuovo, e plasìa, formazione) è una 
patologia caratterizzata da un’incontrollata riproduzione di alcune 
cellule dell'organismo, che smettono di rispondere ai meccanismi 
fisiologici di controllo cellulare a seguito di danni al loro 
patrimonio genetico. Una cellula diventa tumorale nel momento 
in cui si verifica un danno irreversibile a particolari classi di geni, 
causato da agenti lesivi del DNA (ambientali), virus, agenti 
chimici o radiazioni. A questo danno segue la “progressione 
neoplastica”, un processo multifasico evidenziabile sia a livello 
genetico che fenotipico. Il tumore maligno possiede diverse 
caratteristiche, quali la perdita del controllo proliferativo e del 
potenziale replicativo cellulare: immortalizzazione cellulare 
(Pontieri et al.,2008). 
Durante la crescita del tumore, i nutrienti vengono forniti 
mediante diffusione diretta dalla circolazione sistemica. 
L'invasione locale della massa neoplastica è caratterizzata dalla 
produzione di sostanze che portano alla distruzione enzimatica 
dei tessuti circostanti. In molti casi si osserva la sintesi di fattori 
angiogenetici con conseguente formazione di un supporto 
vascolare indipendente. Quasi fin dall'inizio, un tumore può 
liberare cellule in circolo. Da modelli animali, si è evidenziato che 
la neo-massa libera una grande quantità di cellule maligne nella 
circolazione venosa. Negli animali, le cellule neoplastiche 
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circolanti di solito muoiono in seguito a traumi intravascolari. 
Tuttavia, specialmente nell’uomo, vi è la possibilità che una 
cellula neoplastica circolante dia luogo a metastasi, ovvero 
un’infiltrazione tumorale in tessuti anche molto lontani dal 
tessuto ove il tumore si è sviluppato originariamente. Le 
metastasi si sviluppano quando le cellule tumorali aderiscono 
all'endotelio vascolare e penetrano nei tessuti circostanti, 
sopravvivendo e generando colonie tumorali indipendenti. Così, 
la crescita tumorale riprende, alterando le normali caratteristiche 
tissutali e la funzione dell'organo interessato (Pontieri et al., 
2008). Uno studio recente ha messo in evidenza il 
coinvolgimento del gene p63 in tale processo. Si dimostrato, 
infatti, che esso ha la capacita di contrastare la diffusione delle 
cellule tumorali e la conseguente formazioni di metastasi. 
(Adorno et al., 2009). 
La capacità di diagnosticare, nelle fasi iniziali dello sviluppo della 
patologia, la potenzialità di dare metastasi di un tumore è 
fondamentale per una corretta terapia. Le principali categorie di 
geni interessate dalle mutazioni che causano il fenotipo 
neoplastico sono i proto-oncogeni e gli oncosoppressori, i geni 
che regolano l’apoptosi e quelli coinvolti nella riparazione dei 
danni a carico del patrimonio genetico. 
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1.4 Oncogeni  
Sono forme alterate di geni che derivano da un proto-oncogene, 
ovvero un gene normale che normalmente regola la crescita 
cellulare. I proto-oncogeni codificano per proteine che regolano il 
ciclo cellulare e il differenziamento. Possono anche essere 
coinvolti nella trasduzione del segnale di avvio della mitosi. Per 
esempio, il gene ras è alterato nel 25% circa delle neoplasie 
umane. La proteina Ras è una proteina G monomerica ad attività 
GTPasica che regola il ciclo di proliferazione e differenziamento 
cellulare. Nella maggior parte dei casi il gene è inattivo, ma nelle 
cellule maligne esso risulta attivo e stimola le cellule a dividersi, 
anche se in condizioni normali, esse non andrebbero incontro a 
duplicazione (Ponti et al., 2008). 
Un altro esempio di attività degli oncogeni riguarda le protein 
chinasi, enzimi che contribuiscono a regolare molte attività 
cellulari. Una sperimentazione realizzata presso il Beth Israel 
Deaconess Medical Center sull'enzima AKT/PKB (protein chinasi 
B) ha dimostrato per la prima volta che questo enzima, noto per 
mediare effetti anti-apoptotici e citoprotettivi sulle cellule 
tumorali, paradossalmente sopprime anche la loro mobilità e 
capacità di invasione, impedendo al cancro di diffondersi. Diversi 
tumori umani (ad esempio, il tumore al polmone, al colon-retto e 
la leucemia mieloide cronica) contengono protein chinasi con 
struttura alterata. Se prodotte in eccesso o alterate, le chinasi 
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stimolano in modo continuativo la divisione cellulare (Merav 
Yoeli-Lerner et al., 2005). 
Alcuni oncogeni cellulari sono amplificati in diversi tumori maligni 
umani: C-myc e N-myc nel tumore polmonare a piccole cellule, 
N-myc nel neuroblastoma, C-erbB-2 nel tumore della mammella. 
L'attivazione può derivare da riarrangiamenti cromosomici. Nel 
linfoma di Burkitt, ad esempio, la traslocazione t(8; 14) sposta il 
locus C-myc dal cromosoma 8 verso la porzione distale del locus 
della catena pesante delle immunoglobuline situato sul 
cromosoma 14, aumentando così la sintesi delle 
immunoglobuline. Queste traslocazioni sono localizzate in 
prossimità o sugli stessi geni responsabili della crescita cellulare 
e della proliferazione. Numerosi studi hanno evidenziato che le 
cellule tumorali sono particolarmente insensibili a segnali 
antiproliferativi, sono resistenti all’apoptosi e la loro 
proliferazione è svincolata dai fattori di crescita.  
I fattori di crescita sono proteine capaci di stimolare la 
proliferazione e il differenziamento cellulare mediante 
l’interazione con i propri recettori. 
 
1.2 Fattori di crescita (growth factors) 
Fattore di crescita di derivazione piastrinica (platelet derived 
growth factor, PDGF). 
Fattore di crescita fibroblastico (fibroblastic growth factor, FGF). 
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Fattore di crescita di derivazione epidermica (epidermal growth 
factor, EGF). 
 
 Recettori per i fattori di crescita: 
 di membrana (tirosin chinasi) 
erbB1: EGF-R (Epidermal growth factor-Receptor) 
erbB2: neu, HER-2  
fms: CSF-1R (Colony stimulating factor-1-Receptor) 
kit: SCF-R (Stem cell factor-Receptor) 
met: HGF-R (Hepatocyte growth factor-Receptor) 
ret: recettore di GDNF (Glial derived neurotrophic factor) 
trk-A: recettore di NGF (Nerve growth factor) 
 recettori nucleari 
erbA: recettore ormoni tiroidei 
 
Tra questi troviamo, ad esempio, l’erbB2 sovraespresso nel 
carcinoma mammario e il c-kit sovraespresso nei tumori stromali 
gastrointestinali e nella leucemia mieloide cronica. Molti 
oncogeni, attraverso le oncoproteine, svolgono un ruolo 
importante, poiché sono in grado di simulare l’azione di questi 
fattori di crescita a vari livelli del ciclo di proliferazione cellulare. 
Questo porta alla produzione autocrina di fattori da parte della 
cellula che così acquista una propria indipendenza nei confronti 
delle altre cellule del tessuto. In condizioni normali, la perfetta 
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omeostasi della cellula è mantenuta dall’equilibrio tra segnali 
proliferativi e segnali antiproliferativi. 
 
1.4 Geni oncosoppressori 
In condizioni normali, essi impediscono lo sviluppo di neoplasie 
maligne codificando per proteine che bloccano la trasformazione 
e la crescita neoplastica. Per esempio, uno dei più studiati è il 
gene del retinoblastoma Rb, dalla cui alterazione può originare 
un tumore che si forma nel tessuto oculare. Tale gene si 
presenta mutato in numerosi tipi di cancro. Esso codifica per la 
fosfoproteina pRb, la quale evita che le cellule con il DNA 
danneggiato procedano attraverso il ciclo cellulare in fase S (fase 
di sintesi), o in fase G1 (prima fase di accrescimento). pRb lega 
ed inibisce fattori di trascrizione della famiglia E2F. Il fattore di 
trascrizione E2F è un dimero formato da una proteina E2F e una 
DP. L’attivazione del complesso E2F-DP (e di conseguenza la 
serie di trascrizioni di DNA in RNA) fa procedere la cellula nella 
fase S. Quando E2F-DP è inattivo la cellula rimane bloccata nella 
fase G1 (Pfeuty et al., 2008) Dunque, quando pRb è legata a 
E2F, il complesso agisce come soppressore della crescita 
cellulare. Il complesso pRb-E2F/DP, inoltre, attiva un enzima 
detto istone deacetilasi (HDAC) che, con la sua azione sulla 
cromatina, sopprime ulteriormente la sintesi di DNA, condizione 
necessaria affinchè la cellula si duplichi (Wang et al., 2006). 
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Come per gli altri oncosoppressori, il fenotipo tumorale non si 
evidenzia a meno che entrambe le copie del gene non siano 
danneggiate. Mutazioni del gene Rb si hanno in circa il 30-40% 
delle neoplasie umane, con incidenza particolare nel carcinoma 
polmonare, della mammella e della vescica, con conseguente 
perdita della normale attività proliferativa. 
Un'altra importante proteina regolatrice è la p53, codificata dal 
gene TP53. Questa proteina pentamerica è in grado di 
mantenere il ciclo cellulare fermo nel punto di regolazione G1/S 
ove avviene il controllo dei danni sul DNA, oppure dare inizio 
all’apoptosi, nel caso in cui il danno al DNA sia irreparabile. 
Inoltre, può indurre l’arresto della crescita cellulare. Nelle cellule 
normali la p53 è solitamente inattiva e si trova legata alla 
proteina MDM2. L’attivazione della p53 è indotta da vari 
cancerogeni. 
Se si verifica una alterazione a carico di questa proteina o essa 
risulta inattiva, si ha la sopravvivenza e la proliferazione delle 
cellule con DNA alterato. Le mutazioni, nel momento della 
duplicazione sono trasmesse alle cellule figlie e questo causa 
un'elevata probabilità di sviluppare un tumore (Hrstka et al., 
2009). 
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1.4 Geni implicati nell’apoptosi. 
L’apoptosi è un meccanismo di morte cellulare programmata. I 
messaggi pro-apoptotici possono provenire dall'esterno della 
cellula (induttori estrinseci), e dall’interno (induttori intrinseci) in 
risposta allo stress della cellula, come la mancanza di nutrienti o 
un danno esteso al DNA. Sia la via estrinseca che quella 
intrinseca hanno in comune l'attivazione degli effettori 
dell'apoptosi, un gruppo di proteasi chiamate caspasi, che 
dirigono la distruzione degli elementi strutturali (citoscheletro) e 
funzionali (organuli) della cellula. Le caspasi sono normalmente 
inattivate dalla proteina IAP (inibitrice dell'apoptosi). Quando una 
cellula riceve uno stimolo apoptotico, IAP è silenziata da SMAC 
(Secondo Attivatore Mitocondriale delle caspasi) una proteina 
mitocondriale, che è rilasciata nel citosol. SMAC lega IAP, e 
legandosi la inibisce. L'innesco della via che attiva le caspasi è 
costituito dal legame tra il fattore di necrosi tumorale (Tumor 
Necrosis Factor o TNF) e il suo specifico recettore di membrana, 
TNF-R1. Un altro recettore dei segnali apoptotici estrinseci che 
appartiene alla superfamiglia dei recettori TNF è il recettore Fas 
o Apo-1 o CD95. L'interazione ligando-recettore si risolve nella 
formazione di un complesso di segnalazione che induce la morte 
cellulare (DISC, da death-inducing signaling complex); tale 
complesso è costituito dalla Fas-associated protein with death 
domains (abbreviata come FADD e recante domini, detti “di 
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morte”, fondamentali per la cascata pro-apoptotica) e dalle 
caspasi 8 e 10. In alcuni tipi di cellule le caspasi-8 attive attivano 
direttamente numerose altre caspasi che portano all'apoptosi; in 
altri tipi di cellule, invece, inizia un processo a feed-back che 
aumenta il rilascio di fattori pro-apoptotici dai mitocondri che 
amplificano l'attivazione delle caspasi-8. L’omeostasi viene 
mantenuta grazie al bilanciamento tra i fattori pro-apoptotici 
(come BAX, BID, o BAD) e anti-apoptotici (Bcl-Xl e Bcl-2) della 
famiglia Bcl-2. Questi fattori hanno domini che creano pori nella 
membrana cellulare favorendo il passaggio di molecole pro-
apoptotiche come il citocromo c. Una volta rilasciato, il citocromo 
c lega l’Apaf-1 e l’ATP; in seguito si unisce ad una proteina, la 
pro-caspasi-9, creando un complesso multiproteico chiamato 
apoptosoma. L'apoptosoma stacca questa pro-caspasi, rendendo 
attiva la caspasi-9 la quale a sua volta attiva l'effettore caspasi-3 
(Figura 1).  
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Figura 1: Schema illustrativo del meccanismo apoptotico caspasi-mediato. 
 
L'intero processo richiede energia e un’organizzazione cellulare 
non troppo alterata. Infatti se una cellula è danneggiata oltre un 
certo limite, non è in grado di andare incontro ad apoptosi, ma 
va in necrosi. 
Recenti studi dell’Institute of Molecular Biosciences, 
dell’Università di Graz hanno messo in luce il ruolo dell’Apaf1 che 
impedisce alle cellule di duplicare il loro DNA danneggiato e di 
trasformarsi in cellule tumorali. Quando si registra un danno a 
livello del DNA, l’Apaf1 può, se il danno è irreparabile, innescare 
il processo di apoptosi, mentre se il danno è riparabile, può 
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bloccare ogni divisione successiva permettendo la riparazione del 
danno (Madeo e Kroemer, 2009). 
 
2.0 Infiammazione e tumore  
Numerose evidenze sperimentali fanno supporre che processi 
infiammatori di tipo cronico possano svolgere un ruolo 
importante nella trasformazione e nella progressione neoplastica. 
È stato dimostrato, infatti, che la maggior parte dei tumori sono 
massivamente infiltrati da cellule infiammatorie che a loro volta 
producono mediatori infiammatori quali citochine (ad esempio, 
TNF, IL-1, IL-6 e IL-8) e chemochine (ad esempio, CCL5, CCL7, 
CCL8, CCL12). Queste molecole hanno la capacità di promuovere 
la crescita, la migrazione e la differenziazione delle cellule 
tumorali. Citochine e fattori di crescita, in particolare, possono 
promuovere lo sviluppo della neoplasia stimolando la 
proliferazione cellulare, l’adesione, la vascolarizzazione e la 
formazione di metastasi. Altre molecole, quali neutrofili, eosinofili 
e cellule mononucleate, coinvolte nei processi infiammatori, 
producono specie reattive dell’azoto e dell’ossigeno con 
conseguente danno a carico di DNA, RNA, lipidi e proteine. 
Queste molecole costituiscono quasi la metà della massa 
tumorale. In particolar modo i macrofagi, a livello della massa 
neoplastica, subiscono delle modifiche e degli adattamenti 
metabolici che promuovono il processo di angiogenesi (Michael et 
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al., 2007). Caratteristica comune dei tumori solidi è quella di 
avere una scarsa vascolarizzazione soprattutto se si considera la 
parte più interna. Essa, poiché lontana dai vasi sanguigni, non 
riceve ossigeno e nutrienti necessari e ciò produce una 
condizione di ipossia e sofferenza tissutale con conseguente 
formazione di aree necrotiche. È in queste aree che si rileva la 
più alta concentrazione di macrofagi per effetto di fattori 
chemiotattici prodotti dal tumore stesso (Karin e Lin, 2006). A 
seguito del processo angiogenico promosso dai macrofagi, si ha 
la formazione di nuovi vasi sanguigni i quali permettono al 
tessuto tumorale di ricevere nutrienti dalla circolazione sistemica 
e quindi di progredire. 
L’infiammazione può contribuire allo sviluppo del tumore in modi 
diversi attraverso i mediatori dell’infiammazione che promuovono 
la sintesi del DNA e la proliferazione cellulare; ciò causa 
un’instabilità genomica che favorisce l’azione di agenti 
genotossici quali aflatossine e N-nitroso derivati i quali inducono 
danni irreversibili al DNA. Inoltre, l’infiammazione induce la 
formazione di perossido di idrogeno, che può essere convertito in 
specie reattive dell’ossigeno causando danni al DNA mediante 
l’ossidazione delle basi azotate che lo compongono. Un 
meccanismo recentemente evidenziato è legato all’attivazione 
del fattore NF-kB. Questa molecola è un fattore di trascrizione 
sequenza-specifico costituito da un insieme di proteine dimeriche 
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che legano una sequenza denominata KB-site. L’NF-kB è 
coinvolto nella regolazione di molteplici processi critici nel 
mantenimento del fenotipo neoplastico quali l’insensibilità ai 
segnali di inibizione della crescita, la neo-angiogenesi, l’invasione 
tissutale e la metastatizzazione (Basak et al., 2007). L’NF-kB 
viene espresso, in condizioni normali, in risposta ad uno stimolo 
infiammatorio, mentre nelle cellule tumorali la sua attivazione è 
costitutiva, suggerendo che questo fattore possa rappresentare 
un “link” tra il processo infiammatorio e neoplastico. In assenza 
di appropriati segnali, NF-kB è sequestrato nel citoplasma in 
associazione con gli inibitori canonici: IkB-α/-ß/-ε. In presenza, 
invece, di stimoli opportuni l’IKB si stacca dal complesso dell’NF-
kB che può dunque traslocare nel nucleo. L’attivazione di NF-kB 
può avvenire mediante vari meccanismi. Una via metabolica è 
quella che ha origine dall’attivazione di Toll/IL1, da cui originano 
due cascate di eventi: MyD88-dipendente e MyD88-indipendente. 
La via metabolica MyD88-dipendente è responsabile 
dell’attivazione del fattore di trascrizione AP-1, mentre la via 
MyD88-indipendente, induce la stimolazione di NF-kB attraverso 
le chinasi TBK1 e IKKi/ε che porta anche all’attivazione dell’IRF. 
Altri stimoli che attivano l’NF-kB sono: TNFα e LTβ 
(Dobrovolskaia et al., 2005) e specie reattive dell’ossigeno. 
L’attivazione del fattore NF-kB in vari tumori solidi è costitutiva 
ed è dovuta ad una mutazione cromosomica di IkB (Figura 2). 
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Figura 2: Attivazione di NF-kB ed eventi correlati 
 
Recenti studi condotti nell’Università della California (San Diego) 
hanno aggiunto un nuovo elemento di correlazione tra 
infiammazioni croniche e tumori. Questi studi hanno portato alla 
scoperta di un quarto inibitore nfkb2/p100 che forma due distinti 
complessi inibitori con RelA, uno dei quali è implicato 
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nell’attivazione del fattore NF-kB. Evidenze genetiche 
confermano che è la proteina p100 ad essere indispensabile nel 
complesso nfkb2/p100 (Basak et al., 2007). 
 
3.0 I farmaci antinfiammatori non steroidei 
(FANS) in oncologia 
Oltre all’impiego come analgesici e antinfiammatori, i FANS 
hanno mostrato una notevole attività antitumorale dovuta ad 
una duplice azione: un’attività indiretta chemiopreventiva e 
un’azione diretta sul tumore. 
I FANS agiscono inibendo la COX-2, un enzima che si trova 
sovraespresso in vari tipi di tumori, portando così alla riduzione 
della carcinogenesi. L’aumento dell’espressione della COX-2, 
infatti, aumenta la proliferazione cellulare ed inibisce l’apoptosi. 
Oltre ad un meccanismo COX-2-dipendente, i FANS possono 
agire attraverso vie metaboliche COX-2-indipendenti. L’effetto a 
livello di diverse vie metaboliche ed il blocco di bersagli diversi in 
fasi diverse dello sviluppo del tumore, rende questa categoria di 
farmaci particolarmente interessanti in campo oncologico. 
 
 
3.1 Meccanismi COX-2 dipendenti 
I FANS esplicano la loro attività antinfiammatoria e antitumorale 
attraverso l’inibizione degli enzimi COX-1 e COX-2. La COX-1 si 
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trova costitutivamente espressa in molti tessuti quali stomaco, 
intestino, reni e piastrine, dove stimola la sintesi delle 
prostaglandine che regolano le normali attività cellulari 
contribuendo a processi fisiologici quali la protezione 
gastroenterica, il flusso renale e l’aggregazione piastrinica. 
La COX-2 è, invece, inducibile e quasi assente in condizioni 
fisiologiche. È l’isoforma associata al processo infiammatorio; la 
sua produzione è indotta da agenti pro-infiammatori nelle cellule 
endoteliali, nei macrofagi e nei fibroblasti sinoviali. Un aumento 
dei livelli di espressione della COX-2 sembra essere in relazione 
con lo sviluppo neoplastico. Infatti tale enzima è coinvolto nella 
promozione della divisione cellulare, nell’inibizione dell’apoptosi, 
nell’alterazione del ciclo cellulare, nella formazione di metastasi e 
nella stimolazione dell’angiogenesi tumorale (Krishnamoorthy e 
Honn, 2008). 
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Figura 3: Ruolo delle ciclossigenasi 
 
Le COX sono enzimi coinvolti nella cascata dell’acido 
arachidonico, un acido grasso poli-insaturo, che si trova 
all’interno della cellula legato ai fosfolipidi di membrana. Ad 
opera di una particolare classe di enzimi, le fosfolipasi, si ha la 
liberazione dell’acido dalla membrana plasmatica. La sua 
bioconversione nei vari mediatori infiammatori avviene ad opera 
delle lipossigenasi e delle ciclossigenasi. In particolare, le 
lipossigenasi sono coinvolte nella sintesi dei leucotrieni (Figura 
4), mentre le prostaglandine, le prostacicline e i trombossani si 
formano ad opera delle ciclossigenasi (Figura 5). 
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Figura 4: ruolo delle lipossigenasi nella cascata dell’acido arachidonico 
 
 
La biosintesi dei prostanoidi coinvolge numerosi processi 
biochimici tra cui la liberazione dell’acido arachidonico da parte 
della fosfolipasi A, l’ossidazione dell’acido arachidonico a PGH2 e 
la successiva conversione di tale intermedio in PGD2, PGE2, 
PGF2, PGI2, TXA2 (Figura 5). 
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Figura 5: ruolo ciclossigenasi nella cascata dell’acido arachidonico 
 
 
I prostanoidi intervengono nella regolazione della progressione 
del tumore. La PGE2 è la prostaglandina coinvolta nei processi di 
vasodilatazione, contrazione e rilassamento della muscolatura 
liscia gastrointestinale e bronchiale. Viene sintetizzata dalla PGE2 
sintetasi (PGES). Nei tumori si ha un aumento dei livelli di PGE2 
a seguito di una sovraespressione delle COX e della PGES. Tale 
prostaglandina interagisce con una determinata classe di 
recettori di membrana: EP1, EP2, EP3 e EP4. L’attivazione di EP1 
determina un aumento del calcio libero nel citosol, mentre 
l’attivazione di EP3 riduce il livello di cAMP, che invece, aumenta 
per azione dei recettori EP2 e EP4. Il legame della prostaglandina 
con il proprio recettore è fondamentale nella progressione del 
tumore, infatti la PGE2, coinvolta nella crescita della massa 
tumorale, mediante il legame con il recettore EP2, stimola 
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l’angiogenesi; mediante il legame con EP4 induce metastasi 
soprattutto nel cancro intestinale. Attraverso il legame con i suoi 
specifici recettori, la PGE2 può attivare le proteine G, i recettori 
nucleari PPARδ e il recettore per il fattore di crescita epidermico, 
EGFR. Questo fattore è coinvolto nella migrazione e 
nell’invasione delle cellule tumorali attraverso un aumento dei 
fattori di trascrizione quali: c-myc, c-jun e della ciclina D (Xu L. 
et al., 2006). La prostaglandina PGF2α provoca broncocostrizione 
e contrazione del miometrio. Il recettore con cui interagisce è 
l’FP. Questa prostaglandina è coinvolta nel processo di 
angiogenesi attraverso l’espressione del fattore di crescita 
dell’endotelio vascolare (VEGF). Effetti intracellulari, invece, della 
PGD2 sono inducibili all’inibizione del fattore nucleare NF-kB 
attraverso molteplici meccanismi (Scher e Pillinger, 2009). 
La PGI2, è invece coinvolta nella vasodilatazione e presenta un 
sinergismo d’azione con altri vasodilatatori come l’istamina e la 
bradichinina. La PGI2 è in grado di attivare i PPARδ, condizione 
che favorisce la trasformazione neoplastica. Il trombossano TXA2 
favorisce la progressione neoplastica, e la sua inibizione produce 
un blocco della migrazione delle cellule tumorali e favorisce 
l’apoptosi (Wang et al., 2007) 
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3.2 Meccanismi COX-2 indipendenti 
Gli effetti antiproliferativi e pro-apoptotici COX-2-indipendenti 
sono stati dimostrati in linee cellulari tumorali che non esprimono 
la COX-2. I meccanismi con cui il Sulindac e i suoi metaboliti 
agiscono sono indipendenti dai livelli di PGE2. Nelle cellule 
tumorali del colon il metabolita solfuro del Sulindac e il solfone 
causano apoptosi sia in presenza che in assenza della COX-2. 
La presenza di questi meccanismi antiproliferativi COX-2-
indipendenti dei FANS creano una condizione favorevole in 
termini di efficacia antitumorale, in quanto l’azione della 
molecola è svincolata dall’espressione dell’enzima COX-2 nelle 
cellule neoplastiche. 
I bersagli coinvolti in questi meccanismi sono: 
 NAG-1, 
 Citocromo c 
 PDE2/5, 
 NF-Kb, 
 PDK1, 
 Akt, 
 ERK1/2, 
 RSK2/MAPKs, 
 PPARδ, 
 15-LOX-1, 
 15-LOX-2, 
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  Wnt, 
 acido carbonico, 
 ciclina D, 
 p21. 
 
3.2.1 Fosfodiesterasi (PDs)  
Le fosfodiesterasi sono enzimi che regolano i livelli di cAMP e 
sono coinvolti nella regolazione della crescita cellulare, 
nell’apoptosi e nella migrazione delle cellule tumorali. È stato 
dimostrato che il Sulindac solfone induce apoptosi in cellule 
tumorali umane inibendo la PDE2 e la PDE5. Il conseguente 
aumento della concentrazione cellulare di cGMP induce, infatti, 
l’attivazione di proteine chinasi cGMP-dipendenti che si traduce 
nell’attivazione del meccanismo apoptotico e nel blocco della 
crescita cellulare. Nel tumore al colon, il Sulindac solfone attiva 
anche JNK1 (c-Jun N-terminal kinase), una chinasi che può 
inattivare, attraverso fosforilazione, le proteine antiapoptotiche 
Bcl-2 e Bcl-XL. JNK-1 aumenta l’espressione di proteine 
proapoptotiche attraverso l’attivazione del fattore di trascrizione 
AP-1 (Soh et al., 2000). 
 
3.2.2 PDK-1/Akt (phosphoinositide-dependent kinase-1) 
L’apoptosi è indotta anche dall’inibizione di PDK-1 
(serine/threonine kinase), viene attivata da PI3K 
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(phosphatidylinositol 3-kinase) a sua volta attivata da Akt, una 
proteina coinvolta nella proliferazione cellulare. Nelle cellule 
tumorali di colon, il celecoxib (COX-2 inibitore selettivo) induce 
apoptosi attraverso il blocco dell’attivazione di Akt (Arico et al., 
2002). 
3.2.3 NAG-1 (gene attivato dai FANS) 
È stata evidenziata una relazione tra NAG-1 e COX-2. NAG-1 è 
un membro della famiglia del fattore di crescita tumorale β 
(TGFβ). Questo gene ha un ruolo nella crescita cellulare, 
nell’infiammazione e anche nell’angiogenesi (Kiyoshi at al., 2004) 
NAG-1 ha un’azione antitumorale e proapoptotica nel tumore 
intestinale e in altri tipi di tumore. In particolar modo, il Sulindac 
solfuro regola l’espressione di NAG-1 aumentandone i livelli di 
mRNA, di circa 4-6 volte rispetto ai controlli (Baek et al., 2001). 
La COX-2 è iperespressa nei tessuti tumorali ove si osserva una 
riduzione dell’espressione NAG-1. Pertanto è stata suggerita una 
possibile correlazione inversa tra l’espressione del NAG-1 e della 
COX-2 (Iguchi et al., 2009).  
3.2.4 RSK-2 (ribosomal S6 kinase-2) MAPKs 
Questa serina/treonina chinasi è attivata dalla MAPK. I FANS 
inibiscono l’attività di RSK-2 inibendo la fosforilazione del suo 
substrato cAMP. I fattori di trascrizione c-Fos, c-Jun, Elk-1 e ATF-
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2, sono substrati della MAPK che a sua volta è implicata in tre vie 
metaboliche: ERKs p42/p44, JNKs (c-Jun N-terminal kinase), e 
p38 MAPK/JNK. 
Alcuni FANS tra cui l’acido salicilico e l’aspirina inibiscono 
l’attività di ERKs, riducendo la crescita cellulare, promuovendo 
l’apoptosi attraverso l’induzione di p38 MAPK e JNK (Bellosta et 
al., 1997). 
3.2.5 PPAR (recettori attivati da proliferatori 
perossisomiali) 
Sono una famiglia di recettori di ormoni nucleari denominati alfa, 
beta (o delta) e gamma. Questi recettori regolano la trascrizione 
di geni coinvolti nell’apoptosi, nella differenziazione cellulare e 
nell’infiammazione. Nel tumore al colon si osservano livelli 
elevati di PPAR-δ, i quali, vengono attivati dalla PGI. Il Sulindac 
riduce la capacità di interazione tra PPAR e il proprio sito 
d’azione. Anche 13-S-HODE, un prodotto della 15-LOX-1, regola i 
PPAR-δ nelle cellule tumorali di colon inducendo apoptosi 
(Leesnitzer et al., 2003). È stata dimostrata la capacità di 
metaboliti del Sulindac di regolare i livelli cellulari di ß-catenine e 
i segnali a valle della poliposi adenomatosa APC/β–catenine in 
vitro. Il Sulindac solfone ha una potenza maggiore rispetto al 
metabolita solfuro. Si registra una significativa riduzione 
dell’espressione delle β–catenine di circa il 50% rispetto ai 
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controlli, della pro-caspasi 3 del 49%, della ciclina D1 del 51% e 
dei PPAR-δ del 65% in cellule di adenocarcinoma del colon. 
Questo dimostra che il Sulindac solfone modula il complesso 
APC/β-catenine “in vitro” e la sua efficacia dipende dallo stato di 
mutazione dall’APC e delle β-catenine (Chang WC. Et al., 2005). 
 
3.2.6 Inibizione della progressione del ciclo cellulare 
La progressione ordinata delle varie fasi del ciclo cellulare è 
realizzata da varie cicline, cicline-chinasi dipendenti (CDKs) e dai 
loro inibitori. Le CDKs vengono espresse costitutivamente, in 
forma inattiva durante il ciclo cellulare; sono attivate tramite 
fosforilazione dopo il legame con le cicline che sono, invece, 
sintetizzate solo in specifiche fasi del ciclo. La sintesi delle cicline 
D, che legano CDK4 e CDK6, è stimolata all’inizio della fase G1; 
successivamente viene indotta la sintesi della ciclina E che si lega 
al CDK2. I complessi ciclina D/CDK4, ciclina D/CDK6 e ciclina 
E/CDK2 fosforilano Rb. Quest’ultima, nelle cellule quiescenti, è 
presente in forma attiva ipofosforilata e blocca la progressione 
del ciclo cellulare. In seguito a fosforilazione, la proteina Rb 
rilascia E2F che può, in ultima analisi, attivare la trascrizione di 
diversi geni target; dopo la mitosi una fosfatasi defosforila la 
proteina Rb e la cellula torna in fase Go. Fondamentali nella 
progressione del ciclo cellulare sono le cicline, proteine che 
formano complessi con l’enzima CDK (chinasi ciclina-dipendente) 
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che attiva la funzione chinasica dell’enzima. Infatti la 
progressione alla fase G2 è facilitata dall’aumento dei livelli della 
ciclina A che si lega alla CDK1 e alla CDK2; successivamente 
subentra la ciclina B, che forma un complesso con CDK1 e che 
permette alle cellule di passare dallo stato G2 alla fase M, 
fosforilando una serie di proteine richieste per la mitosi. L’attività 
delle CDKs è regolata da due famiglie di inibitori: la prima è 
composta dalle tre proteine p21, p27 e p57, che hanno effetto su 
tutte le CDKs; la seconda famiglia, ha un effetto selettivo sui 
complessi ciclina D/CDK4 e ciclina D/CDK6 ed è composta da 4 
membri, p14, p16, p18 e p19, chiamati anche INK4. Trattando 
diverse linee tumorali con i FANS si osserva una sensibile 
riduzione dell’espressione delle cicline A, B e D, da un aumento 
dell’espressione di proteine inibitrici del ciclo cellulare, quali 
p21waf1 e p27kip1, e dalla perdita di attività di CDK.  
Il Sulindac, il Sulindac solfuro e solfone, agiscono proprio 
mediante tale meccanismo, con conseguente accumulo di cellule 
in fase G0/G1 e riduzione dell’attività delle cicline-chinasi 
dipendenti (Christopher et al., 2001) (Figura 6). 
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Figura 6: Fasi del ciclo cellulare e fattori coinvolti. 
 
 
3.2.7 Citocromo c  
Il citocromo c (cyt c), è una piccola emoproteina riscontrata nella 
membrana interna dei mitocondri, rilasciata in risposta a stimoli 
pro-apoptotici. Il rilascio di piccole quantità di cyt c provoca 
un’interazione con il recettore IP3 (inositolo trifosfato) sul 
reticolo endoplasmatico, causando il rilascio di ioni calcio. 
L'aumento totale del calcio innesca un meccanismo a feedback 
positivo tale da provocare un rilascio di quantitativi citotossici di 
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Ca2+ per interazione con il recettore IP3. Tale rilascio a sua volta 
attiva la caspasi 9, una cisteina proteasi. La caspasi 9 può quindi 
attivare le caspasi 3 e 7, che sono responsabili della morte delle 
cellule. I FANS agiscono mediante una riduzione dell’espressione 
delle proteine antiapoptotiche Bcl-2, Bcl-xL e Mcl-1, favorendo 
un aumento delle proteine proapoptotiche (Belka et al., 2003).  
 
3.2.8 Inibizione dell’anidrasi carbonica  
È un enzima, appartenente alla classe delle liasi, ed è presente 
nei globuli rossi, il cui compito è quello di catalizzare la reazione 
tra anidride carbonica (CO2) e acqua(H2O) a dare acido carbonico 
(H2CO3) e la reazione inversa, da acido carbonico ad acqua e 
anidride carbonica, secondo l'equazione chimica: 
H2O + CO2 HCO3
- + H+ 
È caratterizzata dalla presenza dello ione zinco nel sito attivo. 
Tale enzima è stato studiato in particolare nel tumore intestinale 
e pancreatico, poichè riveste un ruolo nella carcinogenesi legato 
ad una incontrollata proliferazione cellulare e all’invasione 
tessutale da parte di cellule maligne.  
Le prostaglandine PGE1, PGE2 e PGI2 inibiscono l’anidrasi 
carbonica sia in vitro che in vivo, mentre PGF2α, TXA2 e i 
leucotrieni LTB4 e LTC4, stimolano l’enzima. L’inibizione 
dell’anidrasi carbonica ha un ruolo nell’attività antitumorale dei 
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FANS (Kashfi et al., 2005). 
 
4.0 Attività chemiopreventiva dei FANS 
Gli studi di chemioprevenzione sono basati sull'ipotesi che 
l'interruzione dei processi biologici coinvolti nella cancerogenesi è 
in grado di inibire questo processo, e quindi, di ridurre l'incidenza 
del cancro. Queste ipotesi rappresentano il razionale per il 
disegno e la valutazione degli studi di chemioprevenzione. Tali 
studi partono dalla selezione di farmaci che, in base al 
meccanismo d'azione e alle proprietà farmacocinetiche note, 
hanno un'elevata probabilità di inibire i processi biologici alla 
base della cancerogenesi. L'importanza degli anti-infiammatori, 
da soli o in combinazione, nella prevenzione dei tumori, è stata 
consolidata attraverso osservazioni in pazienti trattati con acido 
acetilsalicilico, e confermata dalla valutazione clinica degli effetti 
del Sulindac, nei casi di poliposi intestinale familiare. Questa 
patologia è caratterizzata da escrescenze adenomatose dalla 
mucosa di natura benigna a carattere ereditario, causate da una 
alterazione genica, soprattutto a livello del colon e del retto. 
Queste neoformazioni in alcuni casi, attraverso varie 
modificazioni cellulari si trasformano in neoplasie maligne 
(Ciolino et al., 2008). 
I tessuti neoplastici, compresi quelli del colon e del retto, 
contengono elevate concentrazioni di prostaglandine. Allo stesso 
 32 
modo la COX-2 si trova espressa in oltre 90% dei tumori 
colorettali e nel 40% degli adenomi, ma non nei polipi iperplastici 
e nella mucosa normale. Un’elevata concentrazione di queste 
ultime può innescare e promuovere la crescita di cellule 
cancerose stimolandone la proliferazione, inibendone l'apoptosi, 
stimolando l'angiogenesi, e riducendo la risposta immunitaria 
attraverso meccanismi ancora non ben conosciuti (Gerner e 
Meyskens, 2009). La PGE2 in particolare, sembra avere un ruolo 
importante nella cancerogenesi poiché l'attivazione dei suoi 
recettori, di cui sono note diverse isoforme, attiva numerose vie 
di segnalazione, come quella dell’EGF-R. Recentemente, è stato 
dimostrato che la 15-OH-prostaglandina deidrogenasi, enzima 
responsabile della degradazione delle prostaglandine è anch’esso 
un inibitore fisiologico della COX-2. Questo enzima non si trova 
generalmente espresso nel cancro del colon. Sebbene molti degli 
studi iniziali abbiano evidenziato come la COX-2 possa svolgere 
un ruolo importante nella cancerogenesi colorettale, altre 
ricerche suggeriscono anche una possibile influenza della COX-1, 
probabilmente attraverso l'induzione dell'attività della COX-2 ed 
un aumento delle concentrazioni di PGE2. Il ruolo della COX-1 è 
anche dimostrato dal fatto che l'aspirina, farmaco attivo nella 
prevenzione, inibisce preferenzialmente questo enzima a basse 
concentrazioni, mentre l'inibizione selettiva della COX-2 avviene 
a concentrazioni più elevate (Takeda et al., 2003). Un altro 
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effetto chemiopreventivo di notevole rilevanza è di tipo Cox-
indipendente. Gli agenti procancerogeni vanno incontro ad un 
primo metabolismo di tipo ossidativo dovuto all’azione del 
CYP450. Questo porta alla formazione di epossidi, composti che 
vengono poi detossificati dall’epossido idrolasi in una fase 
successiva. Questo enzima scinde il legame con l’ossigeno, 
portando alla formazione di un glicole etilenico. Gli ossidrili 
possono essere poi coniugati all’acido glucuronico oppure 
interagiscono con il glutatione ridotto, portando cosi alla 
formazione di composti solubili che poi vengono eliminati 
dall’emuntorio renale. 
Il Sulindac e i suoi metaboliti inducono un aumento della 
trascrizione del gene CYP1A1 (un membro della super-famiglia di 
enzimi del citocromo P450). La trascrizione del CYP450 è 
regolata da una proteina citosolica, l’AhR, che quando viene 
attivata, subisce una traslocazione a livello del nucleo dove 
interagisce con il suo ligando (hydrocarbon nuclear traslocator). 
Si viene così a costituire un eterodimero con conseguente 
formazione di un fattore di trascrizione che lega una specifica 
sequenza nucleotidica XRE, che si trova nella regione promoter di 
vari geni coinvolti nel metabolismo degli xenobiotici, tra cui 
quello che codifica per il CYP450. Il Sulindac agisce aumentando 
la capacità di AhR di legare XRE. Nel metabolismo di fase 2, i 
FANS, intervengono inducendo l’attività di enzimi importanti per 
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la detossificazione, mediante l’aumento dei livelli di mRNA. Gli 
enzimi coinvolti sono NQO1, UGT1A1, GST-pi. L’intervento su 
tutte queste fasi del metabolismo, contribuisce ad una riduzione 
della trasformazione di procancerogeni in cancerogeni, con 
conseguente riduzione della probabilità di trasformazione 
neoplastica (Ciolino et al., 2008). 
 
5.0 Effetti collaterali dei Cox-2 inibitori 
Gli effetti collaterali dei FANS di vecchia generazione sono in 
gran parte riconducibili all’inibizione, da loro indotta delle 
ciclossigenasi, e di conseguenza delle prostaglandine. Ne 
consegue che la più comune reazione avversa all’assunzione di 
FANS è la comparsa di disturbi a carico dell’apparato digerente, 
con insorgenza di nausea, vomito, bruciori gastrici e diarrea. A 
seguito dell’uso abituale o prolungato di questi farmaci, si può 
avere la formazione di vere e proprie ulcere della mucosa 
gastrointestinale con possibilità di microemoraggie. Tali effetti 
indesiderati possono essere ridotti se, l’assunzione per via orale 
del farmaco avviene dopo i pasti oppure in associazione con 
antiacidi o farmaci ad azione protettiva sulla mucosa gastrica. 
Per lo stesso motivo è opportuno evitare la contemporanea 
assunzione di FANS ed alcol. Pertanto la somministrazione di 
FANS non è controindicata solamente nei casi di intolleranza 
individuale accertata, ma anche nei soggetti affetti da ulcera 
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gastro-duodenale pregressa o in atto, con precedenti emorragie 
digestive, con malattie epatiche o renali croniche e infine nei 
pazienti in trattamento con anticoagulanti. Altri fattori di rischio 
sono il consumo concomitante di cortisonici, la presenza di 
malattie come il diabete e alcune cardiopatie. Si è, inoltre 
dimostrato che l'associazione di più FANS, e il tipo di farmaco 
adoperato può influenzare la frequenza e la gravità dei danni 
all'apparato digerente. Per esempio, alcuni FANS, come 
piroxicam e il ketoprofene, comportano un maggior rischio. Va 
segnalato infine che l’assunzione di questi farmaci può 
determinare la comparsa di eruzioni cutanee su base allergica 
(prurito, rash, orticaria), vertigini, sonnolenza. Questo profilo 
viene molto migliorato se si considerano i FANS di nuova 
generazione, ovvero inibitori selettivi della COX-2. Sono farmaci 
relativamente nuovi e hanno la caratteristica di indurre minori 
effetti collaterali a carico del sistema gastroenterico. Nuovi dati 
hanno, però evidenziato un aumento del rischio di eventi 
cardiovascolari associati alla somministrazione di questi farmaci 
(Warner et al., 2002). La rivalutazione del profilo di rischio ha 
riguardato diverse specialità medicinali a base di COX-2 inibitori, 
in particolare il VIOXX, riguardo al quale la Commissione 
Europea ha richiesto all’EMEA, al Comitato scientifico e al 
Comitato per i medicinali per uso umano (CHMP) un 
approfondimento in merito agli eventi avversi di questa classe di 
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farmaci. Questo approfondimento ha poi riguardato altri farmaci 
COX-2 inibitori quali il Celecoxib, l’Etoricoxib, il Valdecoxib, e il 
Paracoxib. Dopo studi condotti presso il National Cancer Istitute 
(USA), l’impiego degli inibitori selettivi della COX-2 è stato 
controindicato in pazienti con malattie cardiache pregresse, 
ipertensione arteriosa e vasculopatie periferiche, nonostante il 
meccanismo responsabile di tale effetto non sia stato ancora 
perfettamente chiarito. È stato ipotizzato che un possibile 
meccanismo alla base dell’aumentato rischio cardiovascolare con 
questi farmaci sia uno squilibrio tra prostaciclina (PGI2) e 
trombossano indotto dal blocco selettivo della COX-2 (Mitchell et 
al., 2006). Infatti, la prostaciclina viene prodotta principalmente 
nell’endotelio ha un effetto vasodilatante, inibisce l’aggregazione 
piastrinica e la proliferazione cellulare. Il trombossano A2, 
invece, viene prodotto nelle piastrine e ha un’azione opposta 
poichè favorisce l’aggregazione piastrinica, determina 
vasocostrizione e proliferazione cellulare. Dato che la maggior 
parte della prostaciclina viene prodotta dalla COX-2 (Fitzgerald, 
2003) la sua inibizione comporta una diminuzione dalla PGI2 e 
un conseguente aumento del trombossano A2 con azione pro-
trombotica e ipertensiva (Garret, 2004). 
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6.0 Angiogenesi 
Il fenomeno dell’angiogenesi rappresenta un insieme di processi 
multifunzionali atti alla formazione di nuovi vasi sanguigni a 
partire da quelli preesistenti.  
Il sistema vascolare ha un ruolo essenziale nel mantenimento 
dell’integrità del nostro organismo. I vasi sanguigni sono 
costituiti da cellule endoteliali, a diretto contatto col sangue, 
periciti subendoteliali, cellule della muscolatura liscia, fibroblasti, 
membrana basale (BM) e matrice extracellulare (ECM).  
La formazione di un vaso passa attraverso diversi stadi ben 
definiti, caratterizzati da modificazioni dell’endotelio e della 
matrice extracellulare.  
Si individuano 4 tappe nel processo angiogenico:  
 Destabilizzazione dei vasi preesistenti in seguito ad un 
aumento della permeabilità vasale e ad una perdita delle 
connessioni tra le cellule endoteliali;  
 Migrazione e proliferazione delle cellule endoteliali in una 
zona del tessuto che necessita la formazione di nuovi vasi. 
In questa fase occorre la liberazione di enzimi proteolitici 
che modificano la matrice extracellulare, facilitando la 
migrazione delle cellule endoteliali;  
 Differenziamento delle cellule endoteliali caratterizzato da 
un arresto della proliferazione cellulare e dalla formazione 
di capillari primitivi;  
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 Richiamo di cellule subendoteliali di supporto quali i 
periciti e le cellule della muscolatura liscia. Avviene così 
una riorganizzazione delle interazioni cellulari. 
 
L’angiogenesi è di fondamentale importanza in molti processi 
fisiologici e patologici come, ad esempio, nei tumori. Infatti, 
la neovascolarizzazione è, sostanzialmente, la risposta ad 
una maggiore richiesta di ossigeno e nutrienti dovuta 
generalmente ad incremento fisiologico o patologico della 
massa tissutale. L’angiogenesi si attiva rapidamente in 
risposta alle condizioni di ipossia. Gli induttori di angiogenesi 
si possono classificare in tre classi:  
 VEGF (vascular endothelial growth factor) e angiopoietina  
 Chemochine e citochine  
 TNFα (tumor necrosis factor) e TGFβ (trasforming growth 
factor)  
 
Il VEGF viene espresso a seguito di diversi stimoli:  
 condizioni di ipossia  
 il fattore di trascrizione HIF-1, il TNFα , il TGFβ e l’EGF 
(epidemal growth factor)  
 i mediatori della risposta infiammatoria quali IL e PGE2  
 IGF-1 (insulin-like growth factor)  
 l’attivazione delle proteine chinasi C ed A – oncogene RAS  
 39 
 le proteine regolatrici del ciclo cellulare quali p53 e VHL 
(soppressore del gene di Von Hippel-Lindau).  
 
VEGF si lega a due classi di recettori della famiglia delle 
tirosin-chinasi: FLT-1, recettore con maggiore affinità 
espresso nelle cellule endoteliali vascolari, e FLK-1, recettore 
con minore affinità identificato su cellule endoteliali tumorali 
e monociti. Ad oggi è noto che per crescere e sopravvivere la 
massa neoplastica ha bisogno di nuovi vasi sanguigni. Anche 
l’insorgenza di metastasi è correlata al processo 
angiogenetico. Studi sperimentali hanno messo in evidenza il 
coinvolgimento della COX-1 e della COX-2 in questo 
processo. È stato dimostrato che i FANS possiedono una 
marcata attività antiangiogenica, il meccanismo d’azione 
sembra essere dovuto ad un effetto diretto sullo sviluppo 
delle cellule endoteliali, mediante l’inibizione della proteina 
chinasi ERK2. L’interferenza nella traslocazione a livello 
nucleare di ERK, è indipendente dalla proteina chinasi C, ed 
ha una componente prostaglandina-dipendente e una 
prostaglandina-indipendente.  
È stato, inoltre, evidenziato un meccanismo Cox-
indipendente, tipico dell’aspirina, che consiste nella riduzione 
dei livelli di VEGF che porta all’inibizione della crescita delle 
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cellule endoteliali, all’aumento dell’apoptosi e alla riduzione 
dell’angiogenesi.  
L’effetto anti-angiogenetico del Sulindac è stato dimostrato in 
vitro su cellule endoteliali umane (HUVEC). Il Sulindac agisce 
mediante l’inibizione di VEGF e Ang-1 riducendo in questo 
modo la fosforilazione di residui critici per l’attivazione di 
ERK1/2, p38 e Akt. 
Anche il blocco di sGC (guanylyl cyclase), e la conseguente 
diminuzione della produzione di cGMP comportano una 
riduzione dei livelli di VEGF. Tale effetto determina una 
riduzione della migrazione delle cellule della membrana 
basale e della proliferazione.  
Sempre su HUVEC è stata dimostrata l’attività di analoghi 
strutturali del Sulindac nell’inibire RTK Tie2. Tie1 e Tie2 sono 
recettori specifici per le cellule endoteliali coinvolti nella 
neoformazione dei vasi sanguigni. I ligandi per Tie2 sono 
Ang-1 e Ang-2; solo il legame di Ang-1 però determina un 
segnale di trasduzione e di regolazione della maturazione 
vasale, mentre Ang-2, è un antagonista naturale di Ang-1.  
L’azione del VEGF nel promuovere la differenziazione e la 
proliferazione di cellule endoteliali e la formazione di vasi 
maturi, si integra quindi con quella prodotta dal complesso 
Ang-1/Tie2 il quale induce il rimodellamento e la 
stabilizzazione dei vasi neoformati (Borthwich et al., 2006). 
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La TSP-1 (trombospondina), una glicoproteina 
multifunzionale implicata nel processo di aggregazione delle 
piastrine e nella formazione delle matrici extracellulari, 
sembra avere un ruolo cruciale nell’angiogenesi tumorale. La 
TSP-1 è un inibitore dell’angiogenesi e la sua espressione è 
regolata dal p53 gene soppressore dei tumore (Ioachim et 
al., 2006). 
 
 
Foto 7: Fotomicrografica della neoformazione di vasi. 
 
7.0 Sulindac 
Il Sulindac è un farmaco antinfiammatorio non steroideo derivato 
dell’indene, acido (Z)-5-fluoro2-metil-1[(4-metilsulfinil) 
fenilmetilen]-1H-inden-3-acetico, che possiede un’attività 
antinfiammatoria, analgesica e antipiretica.  
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Figura 8: metabolismo del Sulindac 
 
Viene somministrato per via orale alla dose di 150-200 mg. A 
seguito di studi biochimici e farmacologici si è evidenziato che è 
il metabolita solfuro ad esplicare l’attività farmacologia. 
 Dopo somministrazione orale il Sulindac viene ridotto dalla flora 
batterica intestinale nel suo metabolita attivo. Circa il 50% della 
dose somministrata viene eliminata per via urinaria sotto forma 
di solfone, il 25% si trova nelle feci come solfuro e solfone. 
L’eliminazione urinaria nella forma biologicamente inattiva, 
riduce gli effetti collaterali a livello renale, dovuti all’azione sulla 
COX-2. L’emivita è di 7,8 ore e di 16,4 ore rispettivamente, per il 
Sulindac e per il suo metabolita attivo. Il metabolita solfuro non 
è selettivo e agisce su entrambe le ciclossigenasi con una forte 
azione inibitoria, mentre il metabolita solfone manca di tale 
attività. Nella sperimentazione oncologica è stata evidenziata la 
loro attività soprattutto a livello intestinale (riduzione della 
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poliposi intestinale del 56%), associata alla riduzione dei livelli di 
PGE2 e ad altri meccanismi COX-2-indipendenti. Infatti, sia il 
metabolita solfuro che il solfone inducono apoptosi 
indipendentemente dall’espressione della COX-2 (Reddy et al., 
2008). Il Sulindac solfuro agisce mediante meccanismi COX-
dipendenti e COX-indipendenti; il Sulindac solfone, 
esclusivamente con meccanismi COX-indipendenti. I meccanismi 
COX-indipendenti su cui agisce il solfuro riguardano 
fondamentalmente l’inattivazione di NF-kB, mentre il solfone ha 
un importante ruolo pro-apoptotico dovuto all’inibizione di PDE2 
e PDE5. Questa inibizione induce un aumento dei livelli di cGMP, 
che portano ad una degradazione delle β-catenine e 
all’attivazione di c-Jun (Basche et al., 2004). Sia il solfuro che il 
solfone inducono un arresto del ciclo cellulare in fase G0/G1. 
 
 
8.0 Scopo della ricerca 
Lo scopo di questo lavoro di tesi è stato quello di valutare 
l’attività antitumorale in vitro su linee tumorali umane e linee 
endoteliali, di un nuovo derivato idrossammico del Sulindac: 
SC10. Questa molecola ha come caratteristica innovativa quella 
di avere l’anello a 5 atomi di carbonio aperto che conferisce alla 
molecola maggior flessibilità. Lo studio si proponeva di valutare 
se questa caratteristica strutturale poteva migliorare il profilo di 
attività rispetto al suo congenere S18. 
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Il razionale su cui questa sperimentazione si basa su risultati 
precedentemente ottenuti nel nostro laboratorio che hanno 
evidenziato un buon profilo di attività antitumorale per alcuni 
derivati idrossammici del sulindac e dei suoi metaboliti solfone e 
solfuro (rispettivamente S7 S12 e S18). 
 
9.0 Materiali e metodi 
9.1 Composti chimici 
Il composto preso in esame in questo lavoro di tesi è un derivato 
idrossammico del Sulindac sintetizzato nel laboratorio della 
professoressa Lapucci del Dipartimento di Scienze Farmaceutiche 
dell’Università di Pisa. La particolarità di questa molecola è 
l’apertura del ciclo a 5 atomi di carbonio benzocondensato con 
l’anello aromatico allo scopo di aumentare la flessibilità dalla 
molecola. Rispetto agli altri derivati e al Sulindac stesso la 
porzione olefinica è sostituita da una porzione ossimminica, 
presente tra il –CH2 benzilico e l’anello a 5 atomi di carbonio. 
Questa modifica è finalizzata ad ottenere una maggiore 
interazione elettrostatica con il bersaglio farmacologico, 
mediante la formazione di legami a idrogeno. 
Il composto in polvere (peso molecolare pari a 362,18) è stato 
solubilizzato in dimetilsulfossido (DMSO; Sigma-Aldrich, Milano) 
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fino ad ottenere una concentrazione 100 mM. La percentuale di 
DMSO utilizzata nei campioni analizzati era inferiore allo 0,2%, 
una quantità-soglia al di sotto della quale il solvente non produce 
di per sé una modificazione significativa della vitalità cellulare. Le 
soluzioni madri così ottenute sono state conservate a 4°C. Di 
seguito viene riportata la sintesi del composto esaminato: 
 
I risultati ottenuti con questo nuovo composto sono stati 
paragonati a quelli ottenuti in precedenza sugli altri derivati 
idrossammici del Sulindac, precisamente S7, S12 e S18. Questi 
composti sono stati sintetizzati dalla Dott.ssa Banti nel 
laboratorio del Prof. Macchia del Dipartimento di Scienze 
Farmaceutiche. 
 
F F 
F 
SC10 
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9.2 Linee cellulari 
 9.2.1 MIA PaCa-2: La linea cellulare MIA PaCa-2 (American 
Type Culture Collection, Rockville, Ma, USA) è costituita da 
cellule isolate da un adenocarcinoma del pancreas di tipo 
duttale indifferenziato di un paziente di 65 anni. Le cellule 
crescono in adesione, morfologicamente si presentano con un 
aspetto stellato e hanno un tempo di duplicazione di circa 40 
ore. Il mezzo di coltura è costituito da DMEM (Dulbecco’s 
modified Medium) ad alta percentuale di glucosio; 
glutammina (2 mM), siero fetale bovino (FBS) al 10%, siero 
equino (HS) al 2,5% e penicillina (50UI/ml)/streptomicina 
(50mg/ml) all’1%. 
 47 
 
Figura 9: Fotomicrografia delle cellule 
MIA PaCa-2 in cultura ad alta densità 
di crescita 
 
 9.2.2 COLO-320: La linea cellulare COLO320 (American 
Type Culture Collection, Rockville, Ma, USA) è stata 
isolata da un’adenocarcinoma moderatamente 
indifferenziato del sigma di un paziente di 55 anni. Le 
cellule della linea stabilizzata crescono in adesione, hanno 
un caratteristico aspetto rotondeggiante e un tempo di 
duplicazione di circa 22 ore. Il mezzo di coltura è 
costituito da (RPMI 1640) arricchito con siero fetale 
bovino (FBS) al 10% e con penicillina 
(50UI/ml)/streptomicina (50mg/ml) all’ 1%. 
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Figura 10: fotomicrografia CoLo-320 in 
cultura ad alta densità. 
 
Le linee cellulari tumorali sono state mantenute in crescita 
esponenziale in fiasche T75 e T25 (Sarstedt, Verona) fino ad una 
confluenza del 75% e tenute in appositi incubatori che 
mantengono una temperatura costante di 37°C e un’atmosfera 
controllata al 5% di CO2. 
 9.2.3 HUVEC: Le HUVEC (LONZA, CC-2517) sono cellule 
endoteliali del cordone ombelicale umano che crescono in 
adesione e hanno un tempo di duplicazione di circa 30 ore. 
Queste cellule sono state coltivate nel mezzo EGM-2, EBM-2, 
come mezzo-base, idrocortisone, fattore di crescita 
fibroblastico umano basico (hFGF-B), fattore di crescita 
dell’endotelio vascolare (VEGF), fattore di crescita insulino-
simile di tipo 1 (IGF-1), acido ascorbico, eparina, siero fetale 
bovino (FBS), e fattore di crescita epidermico umano (hEGF). 
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Figura 11: fotomicrografia HUVEC in cultura. 
 
La coltura della linea cellulare endoteliale è stata realizzata in 
fiasche T75 e T25 tenute in incubatori che mantengono una 
temperatura costante di 37°C e un’atmosfera controllata al 5% 
di CO2. È stato usato un supporto di gelatina per favorirne 
l’adesione. La gelatina è stata preparata sciogliendo 1 mg di 
polvere di gelatina porcina (SIGMA, G2500) in 100 ml di 
tampone fosfato (PBS) in una bottiglia di vetro pirex. La 
soluzione è stata agitata per favorire la solubilizzazione e posta 
su una piastra elettrica impostata a 100/150°C per circa un’ora. 
Dopo sterilizzazione in autoclave, la gelatina è stata posta sul 
fondo della fiasca per colture cellulari e le cellule sono state 
seminate in presenza del mezzo di cultura. Le cellule sono state 
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mantenute in crescita esponenziale fino al 70-80% di confluenza 
e successivamente sub-coltivate in rapporto 1:3. 
 
9.3 Metodo di “splittaggio” delle cellule in adesione 
Il mezzo di cultura è stato aspirato con una pasteur sterile e lo 
strato cellulare lavato con 5-6 ml di PBS. Successivamente il PBS 
è stato scartato e alle cellule sono stati aggiunti 1,5 ml di 
soluzione contenente tripsina/EDTA e 1,5 ml di PBS. La fiasca è 
stata posta in incubatore per un tempo sufficiente a staccare le 
cellule dal fondo della fiasca. Per neutralizzare l’effetto della 
tripsina è stata aggiunta una quantità di mezzo pari a circa il 
doppio del volume di tripsina/PBS presente nella fiasca. A questo 
punto la sospensione cellulare viene trasferita in una falcon da 
15 ml. Le cellule sono state successivamente sedimentate a 
1.000 g per 3 minuti, il sovranatante scartato e il pellet cellulare 
risospeso in un volume di mezzo appropriato. 
 
9.4 Analisi della vitalità cellulare 
La vitalità cellulare è stata valutata mediante un saggio 
colorimetrico (Cell proliferation Reagent WST-1) che si basa sulla 
biotrasformazione del WST-1, un sale di tetrazolio ridotto a 
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seguito del metabolismo mitocondriale, a un sale di formazano 
solubile con conseguente sviluppo di una colorazione rossa. Le 
cellule sono state staccate, per tripsinizzazione, dal fondo della 
fiasca e contate mediante camera di Bùrker. 
Per gli esperimenti sono state seminate circa 3.000 cellule per 
pozzetto in piastre sterili da 96 pozzetti. Le cellule sono state poi 
incubate a 37°C over-night per permettere l’adesione al fondo 
del pozzetto. L’effetto citotossico è stato valutato trattando le 
cellule con concentrazioni crescenti del composto in esame (5-
200 µM; n=3) per 72 ore. Alcuni pozzetti dalla piastra sono stati 
trattati con solo veicolo e altri con una soluzione contenente 
DMSO alla percentuale massima utilizzata nei campioni trattati. 
Al termine del periodo di esposizione e prima della lettura 
strumentale, l’osservazione al microscopio delle cellule 
consentiva una stima dell’attività del composto. Successivamente 
ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 10 µl di WST-1 e la piastra 
posta in incubatore per 60 minuti. Le misurazioni dell’assorbanza 
sono state effettuate per via spettrofotometrica (WALLAC 1420 
VICTOR2tm, PerkinElmer) ad una lunghezza d’onda di 450 nm 
per 1,0 secondo. I valori così ottenuti vengono espressi in 
percentuale rispetto ai controlli non trattati. 
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9.5 Analisi attività caspasica 
L’attività caspasica è stata valutata mediante un saggio 
specifico: Apo-ONE Homogeneous Caspase-3/7 Assay (Promega, 
WI, USA). Il reagente principale è costituito dalla rodamina 110 
bis-(amide dell’acido N-CBZ-L-aspartil-L-glutamil-L-valil-
aspartico) (Z-DEVD-R110), un substrato specifico per le caspasi 
3 e 7. Nella miscela di reazione è contenuto un tampone lisante 
in grado di rendere la membrana cellulare permeabile alla 
Rodamina. Nel momento in cui quest’ultima penetra e diffonde 
all’interno della cellula viene convertita dalla caspasi in un 
substrato fluorescente.  
Per gli esperimenti, le cellule sono state seminate nella multi-
well da 96 pozzetti in numero variabile (2.000-3.000) e incubate 
overnight. Le cellule sono state successivamente trattate con il 
composto in esame alla concentrazione di 200 µM per 48 ore. La 
miscela di reazione è stata preparata aggiungendo il substrato 
specifico al tampone in rapporto 1: 100. Ad ogni pozzetto sono 
stati aggiunti 100 µl della miscela così preparata, la piastra è 
stata posta sull’agitatore oscillante a 300-500 rpm per 30 
secondi a temperatura ambiente e al riparo dalla luce. Dopo un 
tempo di incubazione variabile è stata effettuata la lettura in 
fluorescenza ad una lunghezza d’onda di eccitazione e di 
emissione, rispettivamente di 395 nm e 530 nm. Dai valori 
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ottenuti sono stati sottratti i valori del bianco (ovvero la 
fluorescenza ottenuta dai pozzetti contenenti solo il mezzo di 
cultura) ed espressi come rapporto tra i valori ottenuti nei 
campioni trattati e quelli dei controlli. 
 
9.6 Analisi frammentazione del DNA 
La frammentazione internucleosomica del DNA nel nucleo, un 
aspetto peculiare dell’apoptosi, è stata valutata mediante un 
saggio immunoenzimatico (Cell Death ELISA Kit from Roche 
Applied Science). Questo saggio utilizza anticorpi monoclonali 
che si legano al DNA e agli istoni. Precisamente l’anticorpo anti-
istone-biotina lega gli istoni H1, H2A, H2B, H3 e H4, mentre 
l’anticorpo anti-DNA-POD interagisce con il DNA. 
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Foto 12: schema meccanismo d’azione ELISA Assay 
 
Questo saggio è caratterizzato dalla formazione di 
immunocomplessi anticorpo-DNA internucleosomico che si 
fissano sul fondo della piastra. Il secondo anticorpo coniugato 
con una perossidasi si lega al complesso, viene aggiunto un 
substrato poi convertito in un composto colorato. Questo saggio 
permette di differenziare il processo apoptotico da quello 
necrotico mediante il dosaggio degli oligonucleosomi nel lisato 
cellulare o direttamente nel surnatante. Infatti nel processo 
apoptotico, il DNA frammentato penetra attraverso i pori della 
membrana nucleare nel citosol ma rimane comunque all’interno 
della cellula in quanto la membrana cellulare rimane integra. 
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Nella necrosi, poiché la cellula perde la sua integrità biologica, il 
DNA frammentato fuoriesce nel surnatante.
 
Per gli esperimenti, 
sono state seminate 105
 
cellule per pozzetto, in una multi-well da 
6 pozzetti successivamente incubata a 37°C per 24 ore. Al mezzo 
di coltura, è stato poi aggiunto il composto in esame alla 
concentrazione 200 µM per 48 ore. Al termine del periodo di 
esposizione le cellule sono state tripsinizzate e la sospensione 
cellulare trasferita in falcon da 15 ml e centrifugata a 1.000 rpm 
per 10 minuti. Il surnatante risultante è stato raccolto e 
conservato a 4° C per l’analisi della necrosi. Le cellule sono state 
contate ed il loro numero uniformato a circa 3.000 cellule per 
campione. 
 I campioni sono stati diluiti con PBS fino ad un volume di 1 ml, 
la sospensione centrifugata a 1.100 rpm per 10 minuti ed il 
pellet ottenuto risospeso in 200 µl di tampone di lisi ed incubato 
a temperatura ambiente per 40 minuti. Dopo centrifugazione a 
1.100 rpm per 10 minuti, sono stati prelevati 20 µl del 
sovranatante successivamente trasferiti nella specifica piastra 
dell’ELISA-Assay. Ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 80 µl di 
immunoreagent e la piastra incubata per 2 ore sull’agitatore 
oscillante a 300 rpm.  
Al termine del tempo di incubazione, la soluzione è stata rimossa 
e i pozzetti lavati ripetutamente con 200 µl di incubation buffer. 
Sono stati poi aggiunti 100 µl di ABTS solution e dopo 
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incubazione di 20 minuti a temperatura ambiente è stata 
misurata l’assorbanza a 405 nm e i risultati sono stati espressi 
come rapporti tra i valori ottenuti dai composti trattati rispetto ai 
controlli. I valori di assorbanza ottenuti sono direttamente 
proporzionali alla quantità di DNA coinvolto nei processi apo-
necrotici. 
 
 
10.0 Risultati e discussione 
In questo lavoro di tesi è stata valutata l’attività antiproliferativa 
e antiangiogenica in vitro di derivati idrossammici del Sulindac. A 
tale proposito i primi esperimenti sono stati effettuati saggiando 
il composto SC10 sulle linee tumorali MIA PaCa-2 (pancreas) e 
COLO 320 (colon-retto). Su entrambe le linee cellulari il 
composto SC10 ha dimostrato una certa un’attività citotossica e 
antiproliferativa. Precisamente, nella linea MIA PaCa-2, 
esponendo le cellule tumorali a diverse concentrazioni del 
composto (5-200 µM) per un tempo di esposizione di 72 ore è 
stata osservata, all’aumentare della concentrazione del composto 
saggiato, una progressiva riduzione della vitalità cellulare (Figura 
1). Il valore di IC50 (ovvero la concentrazione del composto 
necessaria a ridurre la vitalità cellulare al 50% del valore dei 
controlli) è risultato essere 53.7± 1.06 µM mentre l’efficacia 
(espressa come riduzione percentuale della vitalità cellulare dei 
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controlli) alla massima concentrazione saggiata era circa il 75% 
(Figura 1). 
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Figura 1: Effetto citotossico del composto
SC-10 nelle cellule MIA PaCa-2.
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Lo stesso composto è stato poi valutato sulla linea COLO-320 
nelle medesime condizioni sperimentali (5-200 µM per 72 ore di 
tempo di esposizione). Su questa linea il composto ha dimostrato 
una buona attività antiproliferativa e citotossica concentrazione-
dipendente. Il valore medio di IC50 era 33.2 ± 1.05 µM con 
un’efficacia del 100% (Figura 2). 
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Figura 2: Effetto citotossico del composto
SC-10 nelle cellule COLO320.
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Dall’analisi della vitalità cellulare si evidenzia che il composto 
SC10 ha una maggiore potenza ed efficacia sulla linea COLO-
320, rispetto alla MIA PaCa-2. Tali evidenze sperimentali sono in 
linea con i risultati ottenuti in precedenza nel nostro laboratorio 
con altri derivati idrossammici (S7, S12 e S18) sulle stesse linee 
tumorali. Infatti, sia per essi che per l’SC10, la linea COLO-320 
risultava essere quella più sensibile ai trattamenti. Questa 
diversa chemiosensibilità è in accordo con i dati della letteratura 
scientifica che evidenziano come il tumore al pancreas sia una 
neoplasia particolarmente chemioresistente e radioresistente, 
rendendolo di fatto un tumore tra i più aggressivi e difficili da 
trattare farmacologicamente. 
Ulteriori esperimenti sono stati realizzati allo scopo di chiarire il 
meccanismo di morte cellulare (apoptosi e/o necrosi) del 
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composto SC10 nella linea MIA Paca-2. Dopo trattamento con il 
composto SC10 ad una concentrazione di 200 µM e per un tempo 
di esposizione di 48 ore, la necrosi risultava essere uguale ai 
controlli, escludendo questo meccanismo di morte cellulare come 
responsabile della citotossicità del composto saggiato. Nelle 
stesse condizioni sperimentali si osservava invece un aumento 
della frammentazione internucleosomica del DNA nel nucleo e un 
corrispondente arricchimento citosolico in oligonucleosomi, pari a 
circa del 50% rispetto al valore ottenuto nei controlli non trattati 
(Figura 3).  
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Figura 3. Apoptosi, necrosi e modulazione dell'attività
caspasica sulla linea MIA PaCa-2 dopo trattamento
con il composto SC10 a 200 M per 48 ore.
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Lo stesso trattamento induceva inoltre un aumento significativo 
dell’attività caspasica di circa 2,5 volte rispetto ai controlli 
(Figura 3), suggerendo che l’apoptosi indotta dal composto SC10 
si realizzava attraverso un meccanismo caspasi-dipendente.  
Tali risultati assumono una particolare rilevanza nel tumore del 
pancreas in quanto, lo sviluppo di meccanismi di resistenza 
all’apoptosi conferisce a queste cellule tumorali un fenotipo 
caratterizzato da un’elevata capacità di sopravvivenza nel 
microambiente dal quale origina e una scarsa sensibilità ai 
farmaci citotossici. Queste caratteristiche biologiche sono state 
riscontrate anche nella linea MIA PaCa-2, che esprimendo alti 
livelli di proteine anti-apoptotiche (IAPs), mostra una scarsa 
sensibilità all’apoptosi indotta dalla sovraespressione di geni che 
codificano per le caspasi (Yang et al., 2003). 
I risultati ottenuti dal derivato idossammico SC10 sono stati 
confrontati con quelli ottenuti dal suo analogo S18, un derivato 
idrossammico del Sulindac solfuro. 
Da questo confronto si evidenzia che S18 ha un’attività 
antitumorale in vitro più pronunciata rispetto a SC10 su 
entrambe le linee cellulari saggiate con un valore di IC50 da 1,5 a 
5 volte inferiore (Tabella 1). Entrambi i composti, tuttavia hanno 
un’efficacia del 100% sulla linea COLO-320. 
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Tabella 1. Valori di IC50 (µM, media ± SEM) dei composti 
SC10, S18 in cellule tumorali umane di pancreas e colon. 
 
Composti Linea cellulare 
 MIA PaCa-2 COLO320 
SC10 54 ± 1,1 33 ± 1,1 
S18 32 ± 1,3 6 ± 1,1 
 
Tali differenze sono confermate anche dall’analisi dell’apoptosi e 
della necrosi. Infatti, S18 produceva un incremento della morte 
per apoptosi circa due volte maggiore rispetto a quello indotto 
dal composto SC10 (3 volte e 1,5 volte rispetto ai controlli non 
trattati, rispettivamente per S18 e SC10). Il processo di necrosi 
non si realizzava con il composto SC10, mentre il trattamento 
con S18 induceva un aumento della morte per necrosi di circa 3 
volte rispetto ai controlli.  
Anche per quanto riguarda l’induzione dell’attività caspasica, S18 
si è dimostrato più attivo di SC10 di circa 2 volte, confermando 
la differenza nel profilo citotossico dei due composti. 
Negli esperimenti successivi si cercato di produrre evidenze in 
grado di giustificare la maggiore efficacia del composto S18 
rispetto agli altri derivati idrossamici riscontrata nel lavoro 
precedentemente svolto nel nostro laboratorio e la parziale 
perdità di attività antitumorale osservata con la trasformazione 
nel composto SC10. L’ipotesi scientifica si è basata sul diverso 
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profilo farmacologico che distingue il derivato solfuro dai suoi 
congeneri: il metabolita solfuro del sulindac è infatti l’unico 
capace di inibire in modo non selettivo l’enzima ciclossigenasi. Le 
conseguenze di questo blocco sono due: (i) l’aumento dell’acido 
arachidonico e (ii) la diminuzione delle prostaglandine (PGs), 
rispettivamente il substrato ed i prodotti della reazione 
biochimica.  
Uno studio in particolare, ha evidenziato che un aumento 
dell’acido arachidonico indotto dal sulindac solfuro è alla base di 
una cascata di reazioni che porta, in ultima analisi, all’attivazione 
dell’enzima sfingomielinasi neutra che converte la sfingomielina 
in ceramide, una molecola coinvolta nell’induzione di apoptosi 
(Chan et al., 1998). Lo scopo dei nostri esperimenti era quindi di 
valutare se l’acido arachidonico potesse, di per sé, esercitare 
un’azione pro-apoptotica e citotossica. 
Sulla linea MIA PaCa-2, il trattamento con acido arachidonico 
nell’intervallo di concentrazioni 10-200 µM, per un tempo di 
esposizione di 72 ore ha dimostrato un’efficacia del 100% e un 
valore IC50 di 75,3 ± 1,07 µM (Figura 4).  
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Figura 4. Effetto dell'acido arachidonico
(AA) sulla vitalità cellulare della linea MIA
PaCa-2 dopo 72 ore di esposizione.
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Sulla linea COLO-320, l’attività citotossica dell’acido arachidonico 
era caratterizzata da un valore de IC50 di 45,4 ± 1,12 µM e da 
un’efficacia del 100% (Figura 5). 
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Anche per l’acido arachidonico è stato effettuato li saggio 
immunoenzimatico per valutare il tipo di morte cellulare e la 
possibile induzione dell’attività caspasica. Da questo saggio, 
condotto sulla linea MIA PaCa-2 ad una concentrazione di 200 µM 
per 48 ore, si evidenzia una marcata attività apoptotica (quasi 
4,5 volte maggiore rispetto ai controlli), in assenza del processo 
necrotico. Il processo apoptotico, tuttavia non risultava essere 
mediato dall’induzione dell’attività caspasica (Figura 6). 
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Figura 6. Apoptosi, necrosi e modulazione dell'attività
caspasica sulla linea MIA PaCa-2 dopo trattamento
con acido arachidonico 200 M per 48 ore.
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La stessa valutazione fatta sulla linea tumorale COLO-320, ha 
evidenziato una buona attività apoptotica dell’acido arachidonico 
(circa di 5 volte rispetto ai controlli) ed una marcata attività 
necrotica (circa 10 volte superiore rispetto ai controlli). 
L’apoptosi non sembrava essere correlata all’attivazione delle 
caspasi 3/7 (Figura 7). 
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Figura 7. Apoptosi, necrosi e modulazione dell'attività
caspasica sulla linea COLO320 dopo trattamento con
acido arachidonico 200 M per 48 ore.
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In ultima analisi, sono stati realizzati esperimenti finalizzati a 
valutare il potenziale antiangiogenico dei derivati idrossammici 
del Sulindac (S7, S12 ed S18) in vitro, su cellule endoteliali 
umane. I risultati sono stati ottenuti esponendo le cellule ad una 
concentrazione dei composti pari a 10 µM per 72 ore. I dati 
ottenuti evidenziano una sostanziale riduzione della vitalità 
cellulare di circa il 65% per S7, l’80% per S12 e il 95% per S18, 
rispetto ai controlli non trattati. Il derivato idrossammico del 
sulindac solfuro, S18, si è dimostrato essere il composto più 
attivo ed efficace. 
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Figura 8. Inibizione della crescita di cellule
endoteliali umane dopo trattamento con i derivati
idrossamici del sulindac S7, S12 e S18 alla
concentrazione 10 M per 72 ore sulla linea HUVEC.
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11.0 Conclusioni 
Il coinvolgimento delle COX è molto importante sia nel processo 
di carcinogenesi di alcune neoplasie (e.g., colon) che nel 
mantenimento del fenotipo neoplastico (e.g., progressione 
neoplastica, angiogenesi, ecc.).  
Questa tesi si inserisce in un lavoro sperimentale iniziato dalla 
collaborazione del gruppo della Prof. Breschi con il gruppo della 
Prof.ssa Lapucci, con l’obiettivo di valutare l’attività antitumorale 
in vitro di nuovi derivati idrossamici del sulindac e dei sui 
metaboliti. Le evidenze sperimentali ottenute da questo lavoro 
sostengono il ruolo potenziale dei farmaci antinfiammatori non 
steroidei nel controllo della malattia neoplastica.  
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In particolare, sulla base di questi risultati è possibile affermare 
che: 
 Il nuovo composto SC10 possiede una buona attività 
antiproliferativa e citotossica su entrambe le linee saggiate. 
 La linea tumorale COLO-320 risulta essere quella più 
responsiva. 
 SC10 induce morte cellulare per apoptosi, in assenza di 
necrosi. 
 Dal paragone di SC10 con il suo analogo, S18, si è 
osservato che quest ultimo risulta essere più potente su 
entrambe le linee saggiate. 
 Il blocco della COX, ed il conseguente aumento della 
concentrazione di acido arachidonico potrebbe contribuire, 
almeno in parte, alla maggiore attività citotossica e 
proapoptotica di S18. 
 I gruppi funzionali solfuro, S-CH3 e idrossammico, NH-OH 
sono fondamentali per esplicare l’attività antitumorale. 
Inoltre, il mantenimento della struttura tridimensionale con 
integrità dell’anello a 5 atomi di carbonio benzocondensato 
con l’anello aromatico sembra essere una caratteristica 
strutturale importante per l’attività antitumorale. 
 69 
12.0 Bibliografia 
 
Arico S, Pattingre S, Bauvy C, Gane P, Barbat A, Codogno P, 
Ogier-Denis E. Celecoxib induces apoptosis by inhibiting 3-
phosphoinositide-dependent protein kinase-1 activity in the 
human colon cancer HT-29 cell line. J Biol Chem. 2002 Aug 
2;277(31):27613-21. Epub 2002 May 8. 
 
 
Ballif BA, Mincek NV, Barratt JT, Wilson ML, Simmons DL. 
Interaction of cyclooxygenases with an apoptosis- and 
autoimmunity-associated protein. Proc Natl Acad Sci U S A. 1996 
May 28;93(11):5544-9. 
 
 
Bubici C, Papa S, Pham CG, Zazzeroni F, Franzoso G. NF-kappaB 
and JNK: an intricate affair. Cell Cycle, 2004 Dec; 3 (12):1524-
9. 
 
 
Chang WC, Everley LC, Pfeiffer GR 2nd, Coope HS, Barusevicius 
A, Clapper ML. Sulindac sulfone is most effective in modulating 
beta-catenin-mediated transcription in cells with mutant APC. 
Ann N Y Acad Sci. 2005 Nov;1059:41-55. 
 70 
 
 
Chan TA, Morin PJ, Vogelstein B, Kinzler KW. Mechanisms 
underlying nonsteroidal antiinflammatory drug-mediated 
apoptosis. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998 Jan 20;95(2):681-6. 
 
 
Ciolino HP, Bass SE, MacDonald CJ, Cheng RY, Yeh GC. Sulindac 
and its metabolites induce carcinogen metabolizing enzymes in 
human colon cancer cells. Int J Cancer. 2008 Mar 1;122(5):990-
8. 
 
 
Dobrovolskaia MA, Kozlov SV. Inflammation and cancer: when 
NF-kappaB amalgamates the perilous partnership. Curr Cancer 
Drug Targets. 2005 Aug;5(5):325-44. 
 
 
Ellen L. O'Dea,  Jeffrey D. Kearns and Alexander Hoffmann. UV 
as an Amplifier Rather than Inducer of NF-kB Activity. Mol Cell. 
2008 Jun 6;30(5):632-41. 
 
 
 71 
Frank Madeo and Guido Kroemer. Intricate Links between ER 
Stress and Apoptosis. Mol Cell. 2009 Mar 27;33(6):669-70. 
 
 
Gerner EW, Meyskens FL Jr. Combination chemoprevention for 
colon cancer targeting polyamine synthesis and inflammation. 
Clin Cancer Res. 2009 Feb 1;15(3):758-61. 
 
 
Henry P. Ciolino, Christopher J. MacDonald, Omar S. Memon, 
Sara E. Bass and Grace Chao Yeh. Sulindac regulates the aryl 
hydrocarbon receptor-mediated expression of Phase 1 metabolic 
enzymes in vivo and in vitro. Carcinogenesis. 2006 
Aug;27(8):1586-92. Epub 2006 Mar 10. 
 
 
Henry P. Ciolino, Sara E. Bass, Christopher J. MacDonald, Robert 
Y.S. Cheng, Grace Chao Yeh. Sulindac and its metabolites induce 
carcinogen metabolizing enzymes in human colon cancer cells. 
Int J Cancer. 2008 Mar 1;122(5):990-8. 
 
 
 72 
Hrstka R, Coates PJ, Vojtesek B. Polymorphisms in p53 and the 
p53 pathway: roles in cancer susceptibility and response to 
treatment.J Cell Mol Med. 2009 Mar;13(3):440-53. 
 
 
Iguchi G, Chrysovergis K, Lee SH, Baek SJ, Langenbach R, Eling 
TE. A reciprocal relationship exists between non-steroidal anti-
inflammatory drug-activated gene-1 (NAG-1) and 
cyclooxygenase-2. Cancer Lett. 2009 Apr 16. 
 
 
Ioachim E, Michael MC, Salmas M, Damala K, Tsanou E, Michael 
MM, Malamou-Mitsi V, Stavropoulos NE. Thrombospondin-1 
expression in urothelial carcinoma: prognostic significance and 
association with p53 alterations, tumour angiogenesis and 
extracellular matrix components. BMC Cancer. 2006 May 
29;6:140. 
 
 
Jin HO, Seo SK, Woo SH, Lee HC, Kim ES, Yoo DH, Lee SJ, An S, 
Choe TB, Kim JI, Hong SI, Rhee CH, Park IC.A combination of 
Sulindac and arsenic trioxide synergistically induces apoptosis in 
human lung cancer H1299 cells via c-Jun NH2-terminal kinase-
 73 
dependent Bcl-xL phosphorylation. Lung Cancer. 2008 
Sep;61(3):317-27. Epub 2008 Feb 20. 
 
 
Karin M, Lin A. NF-kappaB at the crossroads of life and death. 
Nat Immunol. 2002 Mar;3(3):221-7. 
 
 
Kiyoshi Yamaguchi, Seong-Ho Lee Thomas E. Eling and Seung 
Joon Baek. Identification of Nonsteroidal Anti-inflammatory 
Drug-activated Gene (NAG-1) as a Novel Downstream Target of 
Phosphatidylinositol 3-Kinase/AKT/GSK-3  Pathway J Biol Chem. 
2004 Nov 26;279(48):49617-23. Epub 2004 Sep 17. 
 
 
Krishnamoorthy S, Honn KV. Eicosanoids in tumor progression 
and metastasis. Subcell Biochem. 2008;49:145-68. 
 
 
Lipsky PE, Brooks P, Crofford LJ, DuBois R, Graham D, Simon LS, 
van de Putte LB, Abramson SB. Unresolved issues in the role of 
cyclooxygenase-2 in normal physiologic processes and disease. 
Arch Intern Med. 2000 Apr 10;160(7):913-20. 
 
 74 
 
Luo JL, Kamata, Karin M. IKK/NF-kappaB signaling: balancing life 
and death--a new approach to cancer therapy. 2005 
Oct;115(10):2625-32. 
 
 
Maddalena Adorno , Michelangelo Cordenonsi , Marco Montagner, 
Sirio Dupont, Christine Wong, Byron Hann,  Aldo Solari, Sara 
Bobisse, Maria Beatrice Rondina,  Vincenza Guzzardo,  Anna R. 
Parenti, Antonio Rosato, , Silvio Bicciato , Allan Balmain e 
Stefano Piccolo. A Mutant-p53/Smad Complex Opposes p63 to 
Empower TGF -Induced Metastasis Cell, Volume 137, Issue 1, 
87-98, 3 April 2009. 
 
 
Merav Yoeli-Lerne,Gary K. Yiu, Isaac Rabinovitz, Peter Erhardt,
Sebastien Jauliac and Alex Toker. Akt Blocks Breast Cancer Cell 
Motility and Invasion through the Transcription Factor NFAT. Mol 
Cell. 2005 Nov 23;20(4):539-50. 
 
 
Michael A., Caligiuri, MD Michael T. Lotze, MD. Cytokines in the 
Genesis and Treatment of Cancer (HUMANA PRESS) 2007. 
 
 75 
 
Moore BC, Simmons DL. COX-2 inhibition, apoptosis, and 
chemoprevention by nonsteroidal anti-inflammatory drugs. Curr 
Med Chem. 2000 Nov;7(11):1131-44. 
 
 
Park JY, Pillinger MH, Abramson SB. Prostaglandin E2 synthesis 
and secretion: the role of PGE2 synthases. Bull NYU Hosp Jt Dis. 
2007;65 Suppl 1:S4-10. 
 
 
Pfeuty B, David-Pfeuty T, Kaneko K. Underlying principles of cell 
fate determination during G1 phase of the mammalian cell cycle. 
Cell Cycle. 2008 Oct;7(20):3246-57. Epub 2008 Oct 25. 
 
 
Pidgeon GP, Lysaght J, Krishnamoorthy S, Reynolds JV, O'Byrne 
K, Nie D, Honn KV.Lipoxygenase metabolism: roles in tumor 
progression and survival. Cancer Metastasis Rev. 2007 
Dec;26(3-4):503-24. 
 
 
 76 
Piper JM, Ray WA, Daugherty JR, Griffin MR. Corticosteroid use 
and peptic ulcer disease: role of nonsteroidal anti-inflammatory 
drugs. Ann Intern Med. 1991 May 1;114(9):735-40. 
 
 
Ponti, Russo, Frati. Patologia generale 2008 (PICCIN). Capitoli 
“Introduzione allo studio dei tumori”-“Oncogeni e fattori di 
crescita”-“oncosoppressori”-“Aspetti regressivi delle cellule”. 
 
 
Ratliff TL. Aspirin, ibuprofen, and other non-steroidal anti-
inflammatory drugs in cancer prevention: a critical review of 
non-selective COX-2 blockade (review) J Urol. 2005 
Aug;174(2):787-8. 
 
 
Ristimäki A, Garfinkel S, Wessendorf J, Maciag T, Hla T. 
Induction of cyclooxygenase-2 by interleukin-1 alpha. Evidence 
for post-transcriptional regulation. J Biol Chem. 1994 Apr 
22;269(16):11769-75. 
 
 
Ritland SR, Gendler SJ. Chemoprevention of intestinal adenomas 
in the ApcMin mouse by piroxicam: kinetics, strain effects and 
 77 
resistance to chemosuppression. Carcinogenesis. 1999 
Jan;20(1):51-8. 
 
 
Scher JU, Pillinger MH. The Anti-Inflammatory Effects of 
Prostaglandins. J Investig Med. 2009 Feb 20. 
 
 
Schwenger P, Bellosta P, Vietor I, Basilico C, Skolnik EY, Vilcek 
J.Sodium salicylate induces apoptosis via p38 mitogen-activated 
protein kinase but inhibits tumor necrosis factor-induced c-Jun 
N-terminal kinase/stress-activated protein kinase activation.Proc 
Natl Acad Sci U S A. 1997 Apr 1;94(7):2869-73. 
 
 
Selinsky BS, Gupta K, Sharkey CT, Loll PJ. Structural analysis of 
NSAID binding by prostaglandin H2 synthase: time-dependent 
and time-independent inhibitors elicit identical enzyme 
conformations. 2001 May 1;40(17):5172-80 Biochemistry. 
 
 
Shureiqi I, Chen D, Lotan R, Yang P, Newman RA, Fischer SM, 
Lippman SM. 15-Lipoxygenase-1 mediates nonsteroidal anti-
inflammatory drug-induced apoptosis independently of 
 78 
cyclooxygenase-2 in colon cancer cells. Cancer Res. 2000 Dec 
15;60(24):6846-50. 
 
 
Simon LS, Smolen JS, Abramson SB, Appel G, Bombardier C, 
Brater DC, Breedveld FC, Brune K, Burmester GR, Crofford LJ, 
Dougados M, DuBois RN, Fitzgerald GA, Frishman W, García 
Rodríguez LA, Hochberg MC, Kalden JR, Laine L, Langman MJ, 
Prescott SM, van de Putte LB, Whelton A, White WB, Willaims 
GH. Controversies in COX-2 selective inhibition. J Rheumatol. 
2002 Jul;29(7):1501-10. 
 
 
Soh JW, Mao Y, Kim MG, Pamukcu R, Li H, Piazza GA, Thompson 
WJ, Weinstein IB. Cyclic GMP mediates apoptosis induced by 
Sulindac derivatives via activation of c-Jun NH2-terminal kinase 
1. Clin Cancer Res. 2000 Oct;6(10):4136-41. 
 
 
Song Z, Tong C, Liang J, Dockendorff A, Huang C, Augenlicht LH, 
Yang W. JNK1 is required for Sulindac-mediated inhibition of cell 
proliferation and induction of apoptosis in vitro and in vivo. Eur J 
Pharmacol. 2007 Apr 10;560(2-3):95-100. Epub 2007 Jan 19. 
 
 79 
 
Soumen Basak , Hana Kim , Jeffrey D. Kearns , Vinay Tergaonkar ,
Ellen O'Dea , Shannon L. Werner , Chris A. Benedict, Carl F. Ware,
Gourisankar Ghosh, Inder M.Verma and Alexander Hoffmann. A 
Fourth I B Protein within the NF- B Signaling Module. Cell, 
Volume 128, Issue 2, 369-381, 26 January 2007 
doi:10.1016/j.cell.2006.12.033. 
 
 
Takeda H, Sonoshita M, Oshima H, Sugihara K, Chulada PC, 
Langenbach R, Oshima M, Taketo MM. Cooperation of 
cyclooxygenase 1 and cyclooxygenase 2 in intestinal polyposis. 
2003 Aug 15;63(16):4872-7. 
 
 
Tarnawski AS, Jones MK. Inhibition of angiogenesis by NSAIDs: 
molecular mechanisms and clinical implications. 2003 
Oct;81(10):627-36. Epub 2003 Sep. 
 
 
Tucker CA, Kapanen A, Chikh G, Hoffman BG, Kyle AH, Wilson 
IM, Masin D, Gascoyne RD, Bally M, Klasa RJ. Silencing Bcl-2 in 
models of mantle cell lymphoma is associated with decreases in 
cyclin D1, nuclear factor-kappaB, p53, bax, and p27 levels. 
 80 
 
 
Wagh NK, Deokar HS, Juvale DC, Kadam SS, Kulkarni VM. 3D-
QSAR of histone deacetylase inhibitors as anticancer agents by 
genetic function approximation. 
 
 
Wang MT, Honn KV, Nie D. Cyclooxygenases, prostanoids, and 
tumor progression. Cancer Metastasis Rev. 2007 Dec;26(3-
4):525-34. 
 
 
Warner TD, Mitchell JA, Vane JR. Cyclo-oxygenase-2 inhibitors 
and cardiovascular events. Lancet. 2002 Nov 
23;360(9346):1700-1. 
Warner TD, Mitchell JA. COX-2 selectivity alone does not define 
the cardiovascular risks associated with non-steroidal anti-
inflammatory drugs. 
 
 
Xu L, Han C, Wu T. A novel positive feedback loop between 
peroxisome proliferator-activated receptor-delta and 
prostaglandin E2 signaling pathways for human 
 81 
cholangiocarcinoma cell growth. J Biol Chem. 2006 Nov 
10;281(45):33982-96. Epub 2006 Sep 11. 
 
 
Yang L et al. Coexistence of high levels of apoptotic signaling and 
inhibitor of apoptosis proteins in human tumor cells: implication 
for cancer specific therapy. Cancer Res 2003; 63: 6815-6824. 
 
 
Zhu J, Huang JW, Tseng PH, Yang YT, Fowble J, Shiau CW, Shaw 
YJ, Kulp SK, Chen CS. From the cyclooxygenase-2 inhibitor 
celecoxib to a novel class of 3-phosphoinositide-dependent 
protein kinase-1 inhibitors. Cancer Res. 2004 Jun 
15;64(12):4309-18. 
 82 
 
